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Resumo

Introducado: Tumorigénese esta dependente da reprogramacéo do metabolismo celular como
consequéncia de mutacdes oncogénicas. Uma caracteristica comum do metabolismo das
células tumorais € a metabolizacao da glucose de um modo distinto das células de tecidos
normais, onde as células cancerigenas "fermentam" a glicose em lactato, mesmo na presenca
de oxigénio. Este efeito € referido como efeito de Warbug. O sulfureto de hidrogénio (Hz=S) &
um composto capaz de alterar o metabolismo celular. HzS era reconhecido apenas como um
gas com risco ambiental, no entanto este € também sintetizado endogenamente por tecidos
de mamiferos. Foi demonstrado que a exposi¢cao de murganhos ao gas de H:S resultou numa
diminuicdo da temperatura corporal, assim como uma reducao da taxa metabdlica, o que foi
designado de suspended animation-like state. Objetivo: Este estudo tem como objetivo
verificar se o composto Na:S (molécula dadora de H2S) apresenta citotoxicidade a nivel da
viabilidade celular, quando aplicado em culturas de células numa gama de concentra¢fes de
10 a 100 pg/mL. Materiais e Métodos: Foi utilizada a linha celular osteoblastica MG63. As
células foram cultivadas em a-Minimal Essential Medium Eagle (a-MEM, Gibco). Mais tarde,
as células foram semeadas em placas de 96 pogos, a uma densidade de 10* cells/cm?, e
cultivadas durante 24h para permitir a adesdo celular. De seguida, o meio de cultura foi
descartado e substituido por um meio de cultura contendo o composto Na2S nas
concentracdes de 10, 25, 50 e 100 pg/mL. As culturas foram mantidas por mais 1 e 4 dias, e
caracterizadas relativamente a viabilidade/proliferacdo celular através do ensaio do MTT.
Resultados: A viabilidade/proliferacdo celular foi avaliada em culturas efetuadas na presenca
do composto NazS ap6és 1 e 4 dias de exposicdo. As células proliferam ao longo do tempo de
cultura, apresentando uma elevada taxa de crescimento. Verificou-se que o composto NazS
nao apresentou citotoxicidade a nivel da viabilidade celular e o comportamento celular foi
semelhante ao observado nas culturas controlo. Conclus&o: De acordo com o estudo
efetuado, concluiu-se que para a gama de concentragfes utilizada, o composto Na:S néo
apresenta citotoxidade. Em trabalhos futuros seria interessante testar este composto noutras
culturas celulares e noutra gama de concentragbes assim como perceber se este tem
capacidade para reduzir o metabolismo celular, permitindo uma futura aplicacdo terapéutica.
Palavras-chave: Metabolismo celular, células tumorais, H2S, citotoxicidade,

viabilidade/proliferacdo celular
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Abstract

Introduction: Tumorigenesis is dependent on the reprogramming of cellular metabolism as
consequence of oncogenic mutations. A common feature of cancer cell metabolism is the
metabolization of glucose in a different way of normal cells, in which cancer cells "ferment”
glucose to lactate, even in the presence of oxygen. This effect is currently stated as the
Warburg effect. Hydrogen sulfide (HzS) is a compound capable of altering cellular metabolism.
H:S was recognized only as a gas with environmental risk, however itis also synthesized from
mammalian tissue. It was shown that the mice exposure to H2S gas resulted in a decrease of
body temperature and in a reduction in metabolic rate, this was called suspended animation-
like state. Objective: This study aims to determine if the Na=S compound (donor molecule of

H:S) shows cytotoxicity related to cell viability when applied to cell cultures at a concentration
ranging from 10to 100 pg/mL. Materials and Methods: To test this, was used the osteoblastic
cell line MG63. The cells were in supplemented cultured in a-Minimal Essential Medium Eagle
(a-MEM, Gibco). Cells were further seeded in 96 wells at a density of 10*cells/cm2 and cultured
for 24 hours to allow cell adherence. Then, the culture medium was discarded and replaced
with a medium of culture containing the compound NazS with concentrations of 10, 25, 50 and
100 pg/mL. Cultures were maintained for 1 to 4 days, and characterized with regard to the
viability/proliferation using the MTT assay. Results: Viability/proliferation was assessed in
cultures exposed to Na=S compound after 1 and 4 days exposure. The cells proliferate during
the culture time, with a pattern of high growth rate. It was found that the compound Na=S
showed no cytotoxicity related to the cell viability and the cell behavior was similar to that
observed in control cultures. Conclusion: According to the study conducted, it was concluded
that for the range of concentrations used (10 to 100 ug / ml), the Na=S compound shows no
cytotoxicity. In future work, would be interesting to test this compound in other cell cultures and
in another concentration range as well as see if it is able to reduce cellular metabolism, allowing
for future therapeutic application. Keywords: cell metabolism, cancer cells, HzS, cytotoxicity,

cell viability/proliferation
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Introducao

O metabolismo celular € um processo complexo que integra reacfes quimicas,
nomeadamente catabdlicas e anabdlicas, catalisadas por enzimas num organismo vivo, de
forma coordenada e dindmica (1). As rea¢cdes anabdlicas referem-se a sintese de moléculas
grandes e complexas a partir de percussores mais simples, implicando o gasto de energia e
as reacoes catabdlicas referem-se a degradagéo de moléculas complexas em moléculas mais
simples, com libertacdo de energia.

Pelo nosso conhecimento estas duas reacfes estdo na base do funcionamento das
células e dos tecidos, mostrando grandes variagdes consoante os tecidos considerados (1).

Avisao classica do metabolismo é o de um sistema homeostatico onde um conjunto de
enzimas permitem que a célula responda as novas exigéncias bioenergéticas. No entanto, a
evidéncia aponta para um sistema regulado de forma dindmica que é programado para ajustar
as condi¢des para a proliferacdo das células ou satisfazer as necessidades especificas de
cada tecido diferenciado, conforme apropriado (2).

Existem ainda variac6es do metabolismo celular de acordo com o estado de salde em
geral e em particular com o estado de saude das células e tecidos, como é o caso das
neoplasias. Um grande nimero de estudos mostram que em muitas lesdes neoplasicas se
observa uma grande variagdo quantitativa e/ou qualitativa das enzimas dos tecidos, o que vai
condicionar a atividade metabdlica (3-5).

Em organismos multicelulares, a maioria das células s&o expostas a um fornecimento
constante de nutrientes e a sobrevivéncia do organismo necessita de sistemas de controlo
gue impecam a proliferacdo de células individuais anormais quando a disponibilidade de
nutrientes excede 0s niveis necessarios para permitir a divisdo celular. A proliferacao
descontrolada é impedida porque as células normalmente ndo consomem 0s nutrientes do
seu ambiente a ndo ser que sejam estimuladas para o fazer através de fatores de crescimento,
como se pode verificar no embrido em desenvolvimento ou durante uma resposta imune no
adulto, onde as células utilizam os nutrientes para proliferarem a partir de sinais de fatores de
crescimento (2). No entanto, as células neoplasicas ultrapassam esta dependéncia pelo fator
de crescimento através da aquisicdo de mutacfes genéticas que alteram funcionalmente as
vias de sinalizacao iniciadas pelos recetores, permitindo assim a sua proliferacao (2, 4-8).

Muitas vias importantes de sinalizacdo oncogénicas convergem para adaptar o
metabolismo das células neoplasicas, dando as células a capacidade para adquirir nutrientes
e regularem coordenadamente as vias metabdlicas de forma a permitir o seu crescimento e
sobrevivéncia (2, 4, 6, 8-10). Além disso, algumas destas alteracdes metabdlicas parecem ser

absolutamente necessérias para a transformacao maligna (6, 8, 9). Assim, propde-se que a



reprogramacado do metabolismo celular deve ser considerado uma caracteristica fundamental
do cancro (2, 9, 11).

Mecanismos moleculares multiplos, tanto intrinsecos como extrinsecos podem alterar o
metabolismo celular e fornecer o suporte para as trés necessidades basicas de células em
divisdo, nomeadamente a producao rapida de adenosina 5'-trifosfato (ATP) de forma a manter
o0 estado de energia, aumento da biossintese de macromoléculas e manutenc&o do estado
redox celular apropriado (9).

Para atender a essas necessidades, as células neoplasicas adquirem alteragdes no
metabolismo das quatro principais classes de macromoléculas: hidratos de carbono,
proteinas, lipidos e &cidos nucleicos. Muitas altera¢cfes semelhantes sao também observadas
em células normais de proliferacdo rapida, que representam as respostas apropriadas para
0s sinais de crescimento (3, 9).

A relagcdo entre o cancro e alteragdo do metabolismo ndo € algo novo, pois muitas
observacbes feitas durante o periodo inicial da investigacdo da biologia do cancro
identificaram alterac6es metabdlicas como uma caracteristica comum dos tecidos tumorais,
como é o caso do efeito Warburg (9).

O efeito de Warburg foi descrito pela primeira vez por Otto Warburg, em 1924, que
observou que as células tumorais metabolizam a glucose de um modo distinto das células de
tecidos normais e descobriu que ao contrario da maioria dos tecidos normais, as células
cancerigenas "fermentam" a glicose em lactato, através da fermentacéo lactica, mesmo na
presenca de oxigénio suficiente para permitir a fosforilagdo oxidativa mitocondrial (1-14). A
explicacao definitiva para a observacao de Warburg permaneceu uma incognita, pelo menos
em parte, uma vez que as necessidades de energia para a proliferaco celular parecem a
primeira vista ser melhor atendidas através do catabolismo completo da glucose usando a
fosforilagdo oxidativa mitocondrial para maximizar a producédo de ATP (2, 7, 8, 10).

Os tecidos diferenciados ndo proliferativos, na presenca de oxigénio metabolizam a
glicose em piruvato via glicélise, que ocorre no citoplasma de todas as células, seguido de
oxidagéo completa do piruvato em CO: no ciclo do acido tricarboxilico (TCA) ou ciclo de krebs,
gue ocorre na matriz mitocondrial (1-3). Esta reac&o origina grandes quantidades de NADH,
e os eletrdes transportados por este sdo em seguida usados na fosforilagdo oxidativa para
maximizar a produg¢ao de ATP, com uma produc¢ao minima de lactato (2, 3, 12). O oxigénio é
essencial para este processo uma vez que atua como aceitador final, sendo convertido em
agua (2).

Por outro lado, quando o oxigénio é limitado as células diferenciadas podem redirecionar
o piruvato formado pela glicolise para a fermentacdo lactica, convertendo-o em lactato
(glicdlise anaerdbica) (1-3). Esta producdo de lactato durante a glicélise anaerdbica vai



permitir a continuacao da glicélise, contudo é menos eficiente resultando numa producéo de
ATP minima (~2 ATP) guando comparada com a fosforilag&o oxidativa (~36 ATP) (1, 2, 9).

Em contraste, a maioria das células tumorais produzem grandes quantidades de
lactato, independentemente da disponibilidade de oxigénio e, por isso, 0 seu metabolismo é
muitas vezes referido como "glicélise aerdbica” (2, 3, 5, 8, 9, 11-13). (Figura 1) Esta
propriedade é compartilhada pelos tecidos proliferativos normais (2, 9).

Inicialmente, Warburg colocou a hipotese de que as células tumorais desenvolvem um
defeito nas mitocondrias, 0 que origina consequentemente uma respiracdo aerobia
prejudicada, levando a uma dependéncia subsequente sobre o metabolismo glicolitico. No
entanto, estudos posteriores tém contestado esta hipotese, referindo que a fungao
mitocondrial ndo é diminuida, verificando-se que na maioria das neoplasias a fosforilacéo
oxidativa continua e uma quantidade semelhante de ATP € produzida como nas células
normais (2, 3, 5, 7-9, 11, 12, 14).

E importante referir que embora a glicolise aerdbica seja o fenétipo metabdlico melhor
documentado das células tumorais, ndo € uma caracteristica universal de todos os tumores
humanos (8, 9).

Tendo em conta que o metabolismo da glicose em lactato produz apenas 2 moléculas
de ATP por cada molécula de glicose e a fosforilagdo oxidativa produz até 36 moléculas de
ATP por oxidacéo completa desta molécula, levanta-se a questao do porqué da mudanca para
um metabolismo menos eficiente, pelo menos em termos de producéo de ATP, por parte das
células em proliferagéo (2).

Differentiated tissue Proliferative Tumor
I \ tissue ol
+0, -0 o
i/ \ 2 +/-0,
Glucose Glucose Glucose
0, Pyruvate l 0, Pyruvate
Pyruvate a5
Lol l ;3737 ) Lactate
Lactate
Oxidative Anaerobic Aerobic
phosphorylation glycolysis glycolysis
~36 mol ATP/ 2 mol ATP/ (Warburg effect)
mol glucose mol glucose -4 mol ATP/mol glucose

Figura 1 — Representacdo esquematica das diferencas entre a fosforilacao oxidativa, glicélise

anaerodbica e glicélise aerdbica (Efeito de Warburg) (2).



Durante décadas assumiu-se que o efeito de Warburg era provocado pelo facto de se
criar um ambiente de hipoxia no tumor, forcando assim as células tumorais a se adaptarem a
falta de oxigénio através do aumento da glicolise (2, 8-10, 14). No entanto estas células
parecem usar o metabolismo glicolitico antes mesmo da exposicao a condi¢des de hipoxia (2,
10). Por exemplo, as células leucémicas séo altamente glicoliticas apesar de residirem dentro
da corrente sanguinea estando expostas a tensdes de oxigénio maiores do que as células na
maioria dos tecidos normais (2). Assim, embora a hipoxia que se verifica no tumor é
claramente importante para outros aspetos da biologia do cancro, a evidéncia disponivel
sugere que € um evento de ocorréncia tardia que pode ndo ser um dos principais contribuintes
na mudanca para glicolise aerébica por células tumorais (2, 14).

Em alternativa, uma explicacao possivel € o facto da producdo ineficiente de ATP ser
um problema apenas quando 0s recursos sao escassos 0 que ndo é o caso das células em
proliferacdo que s&o expostas a uma fonte continua de glicose e de outros nutrientes no
sangue circulante, permitindo produzir ATP mais rapidamente do que a fosforilagéo oxidativa
de modo a suportar a diviséo celular rapida (2, 7, 9, 10, 14).

As vias metabdlicas em células com proliferacdo ativa sé recentemente foram
estudadas e existem evidéncias de que o ATP nunca pode ser limitado nestas células e
mesmo pequenas perturbagcdes na razao ATP/ADP podem prejudicar o crescimento, ja que
células deficientes em ATP frequentemente sofrem apoptose (2). Por essa razao, as células
tumorais devem escapar aos pontos de controlo que, normalmente, blogueiam a proliferacao
sob condi¢bes metabdlicas de stress que séo caracteristicas do microambiente do tumor (9).

Uma segunda explicagdo proposta para a alteragcdo do metabolismo, € que as células
em proliferacdo tém exigéncias metabdlicas importantes que se estendem para além do ATP
(2, 6,14). Para produzir duas células-filhas viaveis na mitose, uma célula em proliferagéo deve
replicar todo o seu conteudo celular o que leva a uma grande necessidade de nucleétidos,
aminoacidos e lipidos (2, 6). Assim, é geralmente aceite que as células tumorais utilizam
intermediarios da glicose e do ciclo TCA como percussores na sintese de macromoléculas
através de reacdes anabodlicas, por forma a satisfazer as necessidades de crescimento e
proliferacdo celular (2, 4, 6, 7, 9, 10, 12, 14).

Para a maioria das células de mamiferos em cultura, as Unicas duas moléculas
metabolizadas em quantidades apreciaveis séo a glicose e glutamina. Isto significa que a
glicose e glutamina abastecem a maior parte do carbono, azoto, energia livre e reducdo de
equivalentes necessarios para permitir o crescimento e a divisdo celular verificando-se que as
células que convertem a glicose e glutamina em biomassa mais eficientemente irdo também
proliferar mais rapidamente (2-4, 11). A partir desta perspetiva, torna-se claro que a conversao
de toda a glicose em CO: via fosforilag&o oxidativa na mitocondria para maximizar a producéo
de ATP vai contra as necessidades da proliferacéo celular, isto porque alguma glucose deve
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ser desviada para precursores macromoleculares, tais como acetil-CoA para a formagao de
acidos gordos, intermediarios glicoliticos para a formacgéao de aminoacidos ndo essenciais, e
ribose para os nucledtidos (2, 4, 5, 7, 9, 10).

Para a realizacdo de diagnésticos clinicos, o efeito de Warburg pode ser explorado
através da aplicacao de tomografia por emisséo de positrdes FDG-PET para detetar tumores
malignos e metéstases em virtude da sua maior dependéncia pela glicose em comparacédo
com células normais (4-6, 8-10, 14). FDG-PET utiliza um anéalogo radioativo da glicose e
provou ser altamente eficaz para a identificacdo e monitorizag&do de muitos tipos de tumores
1, 9).

Uma melhor compreenséo acerca das condigcdes metabdlicas das células tumorais e
das células normais, assim como a forma como 0 metabolismo de todo 0 organismo interage
com o metabolismo do tumor é necessaria para identificar potenciais pontos de intervencéo
terapéutica (1, 2, 8). Torna-se absolutamente necessario utilizar medidas terapéuticas
seletivas, que sejam capazes de atuar seletivamente sobre as células neoplasicas e que ndo
atinjam as células normais, ndo colocando em causa a sustentabilidade do corpo humano.
Ainda relativamente ao modo como o metabolismo de todo o organismo interage com o
metabolismo do tumor somos levados a refletir sobre a caquexia. A caquexia associada a
neoplasia é exacerbada pelo consumo de nutrientes em excesso por parte do tumor, 0 que
consequentemente vai afetar a regulagdo metabolica de todo o organismo (1, 2). Alguns
autores referem um aumento da lipdlise no tecido adiposo, assim como da protedlise, da
glicolise e da gluconeogénese com incremento do Ciclo de Cori (1, 5). Este ciclo permite
reciclar o lactato produzido a partir da glicose, pelas células que proliferam ativamente (1).

Existem alguns compostos capazes de alterar o metabolismo celular como é o caso do
sulfureto de hidrogénio (HzS).

O sulfureto de hidrogénio € um gas transparente, inflamavel, incolor e com cheiro forte
caracteristico a ovos podres (15-19). Na natureza, é produzido principalmente pela
decomposicdo bacteriana da matéria organica e € também encontrado no gas natural,
petréleo, e em emissdes de enxofre vulcanicas (15, 17).

Até agora, H.S era reconhecido exclusivamente como um gas toxico e com risco
ambiental (15-17, 19-21). No entanto, o sulfureto é também utilizado como um substrato
energético por diversas bactérias foto e quimio-autotréficas (17, 20) e por alguns animais
como moluscos, minhocas ou peixes adaptados a ambientes que apresentam elevadas
concentragdes de sulfureto (22).

Evidéncias recentes indicam que o H2S é endogenamente sintetizado por tecidos de
mamfiferos (17-19) em pequenas quantidades nos vasos sanguineos através de duas enzimas
responsaveis pelo metabolismo da L-cisteina: cistationina B-sintase (CBS) e cistationina y-
liase (CSE) (20, 23, 24) e umarterceira via que envolve a agdo combinada de sulfurtransferase
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3-mercaptopyruvate (3-MST) e cisteina aminotransferase (CAT) (16, 17, 19, 21, 25),
desempenhando assim um papel importante como segundo mensageiro da sinalizacao celular
(19, 20, 23).

As enzimas CBS e CSE séao expressos em muitos tecidos, incluindo o rim e figado. No
entanto, no cérebro humano, CBS é o principal produtor de HzS, enquanto na aorta toracica,
artéria iliaca, veia porta, e utero, CSE é predominante. A enzima 3-MST também é expressa
no cérebro, mas a maior parte do HzS produzido por 3-MST esta ligado sob a forma de enxofre
sulfano, uma das formas em que HzS enddgeno é armazenado (17).

Além disso, foi demostrado que Hz2S também pode ser sintetizado a partir de substratos
endogenos no trato gastrointestinal (17), uma vez que as bactérias presentes no lumen do
colon constituem uma fonte de sulfureto (16, 19, 22). Este sulfureto deriva do metabolismo
bacteriano de amino&cidos e a partir de bactérias anaerdbicas redutoras de enxofre usando
ides oxidados, tais como sulfato, como aceitador final de eletrbes na respiragdo mitocondrial
(16, 22, 26). As fontes de enxofre sdo aminoacidos e péptidos que escaparam a absor¢cao na
parte superior do trato digestivo, as proteinas de células isoladas a partir do epitélio, mucinas
com agucares sulfatados e ides contendo enxofre, tais como o sulfato ou sulfito (16).

No trato gastrointestinal as concentracdes de sulfureto poderiam atingir valores toxic os
gue representam uma ameaca para os tecidos de mamiferos circundantes. Contudo, a parede
do cdlon tem uma grande capacidade para oxidar sulfureto ao nivel mitocondrial com base na
atividade de sulfureto quinona redutase (SQR), limitando assim a difusdo de sulfureto a partir
do cdlon paratodo o organismo (16, 25). Ao mesmo tempo permite a utilizacao deste substrato
mineral como uma fonte bioenergética por parte dos colondcitos (16, 26).

A presenca de SQR em muitos tipos diferentes de células e 6rgdos do organismo
mamifero sugere que, de facto, a necessidade de oxidar sulfureto ndo é restrito ao trato
gastrointestinal e que a libertacdo de sulfureto espontanea pelos tecidos tem de ser verificado,
quer para evitar a acumulacdo de substancias toxicas e/ou para controlar a sinalizacéo do
sulfureto (19, 25).

O figado encontra-se numa situacao peculiar no que diz respeito ao sulfureto, uma vez
gue este pode ser visto como uma segunda barreira contra a sua difusdo, pois no caso de
fuga de sulfureto pela parede do célon, este seria conduzido primeiro para o figado através
da veia porta. Com efeito, a capacidade das mitocondrias do figado para neutralizar o sulfureto
parece ser significativa (16, 25).

A principal via de desintoxicagcdo metabdlica de sulfureto é a oxidacdo a sulfato hepética
(SO 4%) e subsequente eliminagéo do sulfato na urina (17, 20). Por outro lado, H2S também
pode ser metilado (CH3SCH3) pelo figado (20). Em circunstancias normais, o HzS néo se
acumula, o que significa que, sob condi¢des fisiolégicas, H2S enddgeno nao é toxico para as
células (17).



Parece que no cdlon, a producéo de sulfureto pelas bactérias contribui para os niveis
circulantes de HzS, bem como os niveis de HzS do tecido do colon, mas provavelmente ndo
serve como a principal fonte de Hz2S para a maioria dos outros tecidos parenquimatosos,
presumivelmente devido ao facto de estes tecidos possuirem fontes autbnomas significativas
de HzS (16).

O H:S é uma molécula de sinalizagdo gasosa tal como o 6xido nitrico (NO) e o monoxido
de carbono (CO), (16, 18, 19, 21, 25) que ¢é altamente soluvel em ambientes aquosos e lipidos,
pelo que se difunde faciimente através das membranas das células sem a utilizacdo de
transportadores especificos e é rapidamente oxidado (17, 19, 20, 24, 26).

As atividades biolégicas do sulfureto de hidrogénio incluem a regulacdo do tonus
vascular, contractilidade do miocardio, modulacdo da neurotransmissdo e secrecao de
insulina. Por sua vez, esses efeitos biolégicos tém sido atribuidos a ativacdo dos canais de
potassio sensiveis ao ATP (Kat) (17, 20, 23, 24). Os efeitos benéficos tornaram-se 6bvios
durante a leséo de isquemia/reperfusdo do miocardio, onde o sulfureto protege os tecidos de
apoptose e atenua a inflamacao (17, 20, 21, 24). Além disso, relativamente & inflamacdo, ele
apresenta quer atividade proé-inflamatoria quer anti-inflamatoria (20, 21).

Surpreendentemente, os efeitos de H:S séo altamente divergentes, dependendo das
suas concentragdes locais (16). Muitos dos efeitos observados em baixas concentracdes de
H2S séo benéficos, por outro lado muitos dos efeitos observados em concentracdes elevadas
sao fisiopatoldgicos ou toxicolégicos. Consoante a sua biodisponibilidade, o sulfureto de
hidrogénio é capaz de induzir efeitos opostos sobre a respiragdo mitocondrial (16, 19, 23, 25).

De facto, a exposicéo a H2S em altas concentracdes é altamente tdxico para todas as
espécies de mamiferos incluindo os seres humanos como é possivel verificar por varios
acidentes industriais, exposicdo a substancias téxicas de H:S em péantanos, emissodes
vulcanicas, e, mais recentemente, o uso de H:S (produzido pela mistura de reagentes
domésticos comuns) como agente de suicidio no Japéo (16, 23). A toxicidade do ambiente
pelo gas de H:S é tanto dependente da dose como da duracéo da exposicédo. A dose-resposta
comeca com efeitos locais, tais como irritagcdo conjuntival (a 50 ppm) e de irritacdo das vias
respiratorias superiores (em 100-200 ppm). Com exposi¢des superiores inalatérias verifica-se
edema pulmonar (em 250- 500 ppm) e, a concentragdes ainda mais elevadas de exposi¢ao
(500- 1000 ppm) ocorre paralisia respiratoria, supressdo do SNC e depresséo cardiovascular
0 que pode culminar em morte (16, 17).

A nivel molecular, a maior parte da toxicidade do sulfureto de hidrogénio foi
principalmente atribuida & inibicdo do complexo IV mitocondrial (15-17, 19, 20, 22, 24-26).

O complexo IV é o ultimo complexo da cadeia respiratéria mitocondrial, sendo designado
de citocromo ¢ oxidase (17, 23). E um complexo grande e transmembranar, que tal como os

restantes complexos esta localizado na membrana interna da mitocéndria, bem como um
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componente essencial da respiracdo celular aerdbia e producdo de ATP. A sua funcéo é
aceitar os eletrdes provenientes das moléculas de citocromo c e transferi-los até ao seu
aceitador final, o oxigénio molecular que é convertido em duas moléculas de agua, pois além
de ser reduzido vai captar H*. A nivel estrutural, o complexo IV apresenta 14 subunidades
proteicas, de entre as quais had a destacar véarias proteinas com cofatores metalicos.
Concretamente, podemos referir a existéncia de 2 citocromos com grupos heme, citocromos
a e a3 e dois centros contendo cobre (CuA e CuB). O citocromo a3 e o centro CuB formam
em conjunto o local de redugao do oxigénio (16).

O H:S ao competir com o oxigénio na ligacdo ao citocromo ¢ oxidase pode inibir a
respiracdo mitocondrial, reduzindo assim o consumo de oxigénio celular (15, 16, 20, 21, 27).
Estudos realizados em murganhos conscientes demonstraram que a exposicdo a gas de
sulfureto de hidrogénio resulta em uma inibic&o reversivel do metabolismo celular (15, 28).
Blackstone et al. relataram que apoés inalagéo do gas em concentragdes que variam entre 20
a 80 ppm verificou-se uma diminuigcdo na temperatura corporal a 15°C, em conjunto com uma
reducdo da taxa metabodlica medida pela redu¢cé&o no consumo de O:z e producéo de CO2.0s
animais ficaram imoveis e a frequéncia respiratéria diminuiu para 10 respiragdes por minuto.
(28) Isto foi chamado de suspended animation-like state (16, 20, 21, 27-29). Estas alteracdes
fisiologicas foram comparaveis as observadas em mamiferos com capacidade para hibernar
(20, 21, 27). Estes animais podem transitoriamente reprimir processos celulares como
resultado de mudancas ambientais desfavoraveis, alterando o seu metabolismo, a selecéo do
substrato, o consumo de oxigénio, a frequéncia cardiaca e a temperatura corporal (20).

Apls a interrupcdo da exposicdo H2S, os murganhos acordaram, sem apresentar
quaisquer défices neuroldgicos ou comportamentais (20, 21, 23, 28, 29). Outras experiéncias
mostraram que o pré-tratamento com HzS aumentou a taxa de sobrevivéncia de murganhos
expostos a hipoxia, considerando que a hipoxia conduziu & morte em todos os ratos controlo
(30). O grande mistério aqui € que, se 0 mesmo nivel de inibigcdo respiratéria fosse induzida
por hipoxia, rapidamente causaria a morte do organismo e a morte celular massiva no cérebro,
coracdo e outros tecidos. Isto sugere que o HzS tem efeitos protetores, independentes da
inibicdo da citocromo-oxidase (23).

Importa referir que 0 mecanismo exato responsavel pela reducdo do metabolismo
celular induzida pelo Hz=S ainda ndo € completamente compreendido (29).

Estas observagcfes sugerem uma possibilidade interessante para o facto de que os
efeitos depressores metabdlicos de H2S poderem ser explorados para a protecdo de 6rgaos
durante uma doencga grave, reduzindo o consumo de Oz e constituindo uma nova perspetiva
terapéutica fascinante para o tratamento de doentes em estado critico (20, 21, 28, 29).

No entanto, os efeitos do H2S também foram estudados em animais de grande porte
incluindo bovinos e suvinos, tendo originado resultados conflituantes, o que pode ser resultado
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de diferencas na montagem experimental, incluindo a utilizagéo de diferentes compostos
dadores de H2S, bem como 0 uso de agentes anestésicos que possam ter influenciado o
consumo de oxigénio (20, 21).

E concebivel que uma diferenca de massa corporal também possa contribuir para essas
diferencas, ja que devido a uma elevada razdo entre superficie/massa, pequenos animais
roedores podem reduzir rapidamente a temperatura do corpo, o que pode ser dificil de induzir
em mamiferos maiores e seres humanos. Para além de que a inércia térmica em animais de
grade porte e humanos podem resistir a diminuicdo da temperatura corporal (20, 21, 29).
Contudo, em varias experiéncias, o efeito metabdlico de Hz2S ocorreu dentro de minutos ao
passo que uma diminui¢do da temperatura corporal ocorreu gradualmente ao longo de horas,
sugerindo que os efeitos supressores de hibernacédo no metabolismo s&o independentes dos
efeitos sobre a temperatura do corpo (15). Portanto, uma grande massa corporal pode nao
impedir a supressao do metabolismo induzida por HzS (20, 21, 29).

O facto dos seres humanos produzirem HzS nas paredes dos vasos sanguineos, como
referido anteriormente, pode sugerir que a capacidade de mudar para um substrato
alternativo, ou entrar em um estado de metabolismo reduzido com o consumo de oxigénio
diminuido, podem estar presentes de forma latente para, naturalmente, diminuir ou parar a
fosforilacdo oxidativa em condicbes andxicas. Varios relatos sobre a sobrevivéncia a
repressao circulatéria profunda e prolongada, com boa recuperacédo neurolégica, pode apoiar
este pensamento, sugerindo que a capacidade de hibernacédo pode ter persistido durante a
evolugdo dos mamiferos (20, 21).

O uso de um dador de HzS como o sulfureto de sédio (Na2S) também tem sido utilizado
para reduzir o metabolismo em modelos animais apresentando vérias vantagens préticas,
nomeadamente a facilidade de administracdo, auséncia da necessidade de um sistema de
entrega de inalacdo, auséncia da exposicdo do gas para a equipa de trabalho e ainda a
auséncia de problemas relacionados com o odor caracteristico do gas de Hz2S (20).

Objetivo

O objetivo deste estudo € verificar se 0 composto Naz2S apresenta citotoxicidade a nivel
da viabilidade celular, quando aplicado em culturas de células numa gama de concentracdes
de 10 a 100 pg/mL.



Materiais e métodos

Culturas celulares

Para avaliagdo da citotoxicidade do composto NazS foi utilizada a linha celular osteoblastica
MG63. As células foram cultivadas em a-Minimal Essential Medium Eagle (a-MEM, Gibco)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF, Gibco), 1% (v/v) anfotericina B (250 pg/mL,
Gibco) e 1% penicilina/estreptomicina (100 IU/mL penicilina, 2,5 pg/mL estreptomocina,
Gibco). As culturas foram incubadas a 37 °C numa atmosfera humida contendo 95% de ar e
5% de CO:2 e o0 meio de culturafoi substituido duas vezes por semana. Estas foram mantidas
até préximo da confluéncia e, nesta fase, as células foram libertadas enzimaticamente
(solucéo de 0,04% de tripsina e 0,025% de colagenase; 37°C, 10 min). A densidade celular
foi avaliada numa camara de Neubauer. A suspenséo celular foi utilizada para os ensaios de
citotoxicidade.

Ensaio de citotoxicidade

As células foram semeadas em placas de 96 pocos, a uma densidade de 10* cells/cm?, e
cultivadas durante 24h para permitir a adesdo celular. De seguida, o meio de cultura foi
descartado e substituido por meio de cultura contendo o composto NazS nas concentragfes
de 10, 25, 50 e 100 pg/mL. As culturas foram mantidas por mais 1 e 4 dias, e caracterizadas

relativamente a viabilidade/proliferacdo celular (ensaio do MTT).

Proliferacao/viabilidade celular

A proliferagao/viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do MTT que se baseia na reducao
do sal de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz élio) pelas células viaveis
e determinacéo espectrofotométrica do produto formado. Em cada dia selecionado para este
ensaio, dia 1 e dia 4, apés a adicdo do composto Na=S, foram adicionados 10 yL de MTT
(solucao de 5 mg/mL) a cada poco e as células foram incubadas por um periodo de 3 horas,
nas condi¢des acima referidas. O MTT é incorporado pelas células metabolicamente ativas,
produzindo cristais de formazan de cor purpura que se acumulam no citoplasma. No final
deste tempo, o0 meio de cultura foi removido, e as culturas foram fotografadas para
visualizagcdo dos precipitados de formazan. De seguida, foram adicionados 100 pL de

Dimetilsulféxido (DMSO, Panreac) a cada poco. As placas foram agitadas a temperatura
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ambiente durante 1 minuto para dissolver os cristais de formazan e, em seguida, a

Absorvancia das amostras foi lida num leitor ELISA (Sydnergy HT, BioTek) a A=550 nm.
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Resultados

Ensaio de toxicidade

A viabilidade/proliferacdo celular foi avaliada em culturas efetuadas na presenca do composto
NazS apés 1 e 4 dias de exposicao, Figura 2 e 3. Verificou-se que o composto NazS nao
apresentou citotoxicidade a nivel da viabilidade celular e o comportamento celular foi
semelhante ao observado nas culturas controlo (auséncia do composto NazS).

Controlo

10pg/ml

100pg/ml
B [y T

p

Dial

Figura 2 - Viabilidade/proliferagdo celular avaliada pelo ensaio do MTT. Fotografias dos cristais de

formazan formados pela redugdo do MTT pelas células viaweis. Lupa, 15x.

Tabela I: Média e Desvio Padrdo obtidos no dia 1 para as concentragfes 10, 25, 50 e 100 pg/mL de

NazS. R1, R2, R3 e R4 representam réplicas independentes do ensaio do MTT.

Dia1l
pg/mL R1 R2 R3 R4 Média | DevPad
10 0,875 0,82 0,915 0,870 0,048
25 0,793 0,742 0,649 0,583 0,692 0,094
50 0,867 0,956 0,692 0,74 0,814 0,120
100 0,767 0,804 1,082 0,72 0,843 0,163
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Tabela Il: Média e Desvio Padrdo obtidos no dia 4 para as concentragdes 10, 25, 50 e 100 pg/mL de

Naz2S. R1, R2, R3 e R4 representam réplicas independentes do ensaio do MTT.

Dia4d
pug/mL R1 R2 R3 R4 Média |[DevPad
10 1,356 1,226 1,363 1,315 0,077
25 1,302 1,26 1,273 1,612 1,362 0,168
50 1,317 1,395 1,404 1,316 1,358 0,048
100 1,095 1,269 1,174 1,462 1,250 0,158

1,800

1,600

1,400

1,200

1,000

il

EDial
0,300 -

N Dia 4
0,600 -

Viabilidade celular

0,400

0,200 -

0,000 -

|

10 75 50 100 pg/mil

Figura 3 - Avaliagdo quantitativa apés a dissolugcéo dos cristais de formazan formados pela reducdo do

MTT pelas células viaweis.

Como observado na Tabela I, no dia 1 para a concentracdo de 10 pg/mL de Na:S
obteve-se o valor médio de 0,870 £ 0,048. Para a concentracdo de 25 pg/mL de Na2S obteve-
se o valor médio de 0,692 + 0,094. Para a concentracao de 50 pg/mL de Na:S obteve-se o
valor médio de 0,814 + 0,120. Por ultimo, para a concentracdo de 100 pg/mL de NazS obteve-
se o valor médio de 0,843 + 0,163.

Como observado na Tabela Il, no dia 4 para a concentragdo de 10 pg/mL de Na=S
obteve-se o valor médio de 1,315 + 0,077. Para a concentracdo de 25 pg/mL de Na:S obteve-
se o0 valor médio de 1,362 + 0,168. Para a concentracdo de 50 pg/mL de Na:S obteve-se o
valor médio de 1,358 + 0,048. Por ultimo, para a concentracao de 100 ug/mL de NazS obteve-
se o0 valor médio de 1,250 + 0,158.
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Discusséao

Para a realizagéo deste estudo foi utilizado o composto Na.S como dador do HzS, em
vez da utilizacdo direta do gas H:S. Este apresentou varias vantagens praticas como a
facilidade de manipulacdo do composto, auséncia de exposicdo do gas para a equipa de
trabalho e de problemas relacionados com o odor caracteristico deste (20). Para além disso,
seria muito dificil fazer a incorporacéo de um gas em culturas celulares.

Como referido anteriormente, com este estudo pretendia-se verificar se 0 composto
NazS, numa gama de concentragdes de 10, 25, 50, 100 pg/mL, apresentava citotoxidade
guando aplicado em culturas celulares. Esta gama de concentracdes utilizada foi definida
tendo por base um estudo previamente realizado e publicado por Blackstone et al. Contudo,
neste estudo foi utilizado o gas H:S, ao invés da molécula dadora Na:S. A exposicdo deste
gas em murganhos levou a uma reducéo da taxa metabdlica (28).

Verificou-se que para as concentragdes testadas, o composto Na2S ndo apresentou
citotoxicidade a nivel da viabilidade celular, como observado na andlise qualitativa e
guantitativa do ensaio de reducéo do MTT. As células proliferam ao longo do tempo de cultura,
apresentando uma elevada taxa de crescimento (31).

Através da andlise dos resultados, é possivel concluir que quer ao dia 1 quer ao dia 4
nao parece ter havido diferencas estatisticas nos valores de absorvancia do composto MTT,
0 que indica que as concentracbes do Na:S ndo foram citotdéxicas para a linha celular
osteoblastica MG63. (Figura 3)

Por outro lado, comparando o dia 1 com o dia 4 houve um aumento
significativo/consideravel da viabilidade/proliferacdo, indicando que as células continuam a
proliferar sob acdo do composto Na=S. (Figura 3) No entanto, este aumento do nimero de
células ao dia 4 podera ter ocorrido devido a um aumento do tempo de exposicdo bem como
uma diminui¢c&o da concentracdo do composto Na:S desde o dia 1 até ao dia 4, uma vez que
a sua acdao é reversivel. De facto, foi demonstrado que apds a interrup¢cdo da exposicao do
gas de H:zS, os murganhos néo apresentaram qualquer alteracéo (28).

Seria importante no futuro testar este composto noutras linhas celulares e noutras
concentracdes dado que no corpo humano existem diferentes tecidos e células submetidas a

diferentes condicoes.
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Concluséao

De acordo com o estudo efetuado concluiu-se que para a gama de concentracdes
utilizada, o composto Na:=S (molécula dadora de H:S) ndo apresenta citotoxidade a nivel da
viabilidade celular.

E importante referir que se trata de um estudo preliminar pelo que a escolha da linha
celular para a sua realizacdo néo foi feita com o maior rigor. Por esse motivo, temos como
perspetivas futuras a continuacao deste trabalho com o objetivo de testar este composto em
linhas celulares mais especificas e noutras concentragfes, assim como perceber se este tem
a capacidade de inibir a respiracdo mitocondrial, resultando consequentemente numa reducéo
do metabolismo celular.

Neste sentido, 0 composto Naz=S podera ter, no futuro, um papel importante em termos

terapéuticos.
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